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^ (54) TItie: METHOD FOR THE DETECTION AND/OR IDENTIFICATION OF BACTERIA PRESENT IN A SAMPLE 

(54) Titre : PROCfiDfi DE DETECTION ET/OU D'IDENTIHCATION DE BACTfiRIES PRfiSENTES DANS UN ECHAN- 
TILLON 

(57) Abstract: The invention relates to a method 
for the detection and/or identification of bacte- 
ria present in a liquid or solid sample, charac- 
terised in that the sample containing said bacteria 
is placed in a liquid culture medium in a first con- 
tainer; a second container comprising at least one 
detection system is provided; a means for trans- 
ferring between the first and second containers 
is provided; a temperature Tl is applied to the 
inside of the second container, then a tempera- 
ture T2 is applied to the inside of the second con- 
tainer; the temperature Tl is greater than the tem- 
perature T2 such that a defined volume of culture 
medium is transferred from the first container to 
r the second container; the presence or absence of 

5 bacteria is determined and/or the bacteria is iden- 

tified in the detection system. 

(57) Abrege : La presente invention concerne 
un procede de detection et/ou d'identification de 
bactdries prSsentes dans un echantillon, liquide 
ou solide, caract^rise en ce que on place, dans 
un premier r&ipient, I'^chantillon susceptible 
de contenir lesdites bact^ries dans un milieu 
de culture liquide, on dispose d'un deuxi^me 
recipient comprenant au moins un systeme de 
detection desdites bacteries, on dispose d'un 
moyen de transfert entre le premier recipient 
et le deuxieme recipient, on applique une 
temperature Tl k Tint^rieur 
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du deuxieme r6cipient puis, on applique una temperature T2 a I'interieur du deuxi^me recipient la temperature Tl est supeneure a la 
temperature T2 de sorte que Ton transfert un volume defini de milieu de culture du premier recipient vers le deuxieme recipient, on 
determine la presence ou I'absence de bacteries et/ou on identifie les bacteries au niveau du systeme de detection. 
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Precede de detection et/ou d'identification de bacteries presentes dans un 

echantillon 

La pifeente invention conceme un proced6 de detection et/ou d'idmtificatian de 
bact6ri^ prfeents dans un tehantillon, liquide ou solide. L'invention conceme egalmientun 
dispositif de d6tection et/ou d'identification de bactories presents dans un tel echantillon. 

L'identification de bacteries dans les aliments, est indispensable pour la sante 
publique. Par example, les bacteries de genre Salmonella, qui peuvent 8tie trouvees dans une 
grand nombre d'aliments, sent la cause de nombreuses pathologies chez Thomme (fievre 
typhoide, intoxication alimentaire). De meme, I'isolement et l'identification de la bacterie 
Listeria est une obUgation majeure de la surveillance de Ihygiene agro- alimentaire et de la 
bacteriologie m6dicale. Ainsi, parmi les bacteries du genre Listeria, Tespece Listeria 
monocytogenes, connue pour etre pathogene pour Thomme pent engendrer la listeriose, 
parfois mortelle (25 k 30 % des cas) chez les personnes immunod^rimfies, les enfents en bas 
age. H est done tres important de disposer d'un test fiable et rapide pemiettant de detecter les 
contaminations par ces bacteries, lequel test doit etre a la fois sensible et specifique. Enfin, 
ridentification de bacteries du genre Sfaphylocoque est egalement primordial. La plupart de 
ces especes sont des pathogenes opportunistes chez I'homme presentant un risque eleve en 
cas de blessure cutanee par un traumatisme ou par implantation directe d*un produit m6dicaL 
D'ailleurs, Tespece Staphylococcus aureus est une bacterie qui se retrouve souvent chez des 
patients qui doivent recevoir des soins hospitaliers faisaat intervenir des appareils tels que 
seringues ou catheters. D y a done un grand interet de detecter h presence de cette bacterie 
pathogene, de plus en plus impliquee dans les maladies nosocomiales. 

H existe actuellement de nombreux tests de detection de bacteries. D'une maniere 
generale, ces tests de detection necessite un preenrichissement comprenant : 

• une etape de ressuscitation, pemiettant aux bact6ries de recuperer du stress induit 
par la mise en culture et 

o une etape de croissance exponentielle bacterienne, qui est indispensable lorsque peu 
de bacteries sont initialement present dans r6chantillon et 
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o line etape de detection des bacteries, qui doit etre preferentiellement realisee au pic 
de cioissance bact6riemie, et avant rapparition de la phase de mort bacterienne, qui 
est observee lors de toute culture bacterienne. 
A titi^ indicatif de mefliode de detection de bacteries, on peut citer le proced6 de detection 
de Salmonella decrit dans le brevet US-A-4,563,418, qui est base sur une 
immunopi^pitation. La detection de ces bacteries s'ejBFectue, apres I'etape de pr6 
enrichissement et de croissance bactorienne^ apr&s migration dans un milieu de culture pre 
enrichi en Salmonella et une reaction avec des anticorps diriges centre les Salmonella. On 
peut citer egalement une methode comparable, basee egalement sur une immunoprecipitation 
qui est presentee dans le brevet US-A-5,132,229. Dans ces methodes, Tutilisateur doit 
toutefois realisee manuellement une etape de transfert du milieu de culture, pre enrichi en 
bacteries, vers le gel de migration, ce qui peut induire des problemes notamment de 
contamination rsms 6galanent des lisques pour la sante du manipulateur. 

On peut egalement citer des methodes plus recentes, basees principalement sur la 
migration des bacteries ^ travers un milieu selectif de Tesptee de bacteries que Ton souhaite 
specifiquement detecter. Ainsi, la demande de brevet EP-A-0.259.1 16 presente un proced6 
pour detecter la presence de Salmonella dans un echantQlon, le procede comprenant la 
migration des Salmonella pr6sentes dans un miUeu de culture pre enrichi vers un milieu 
selectif, specifique des sahnonelles. Les salmonelles migrent alors vers le systeme de 
detection, permettant leur identification, alors que les autres bacteries susceptibles d'etre 
presents dans Techantillon sont stoppes par le miheu selectif. Toutefois, dans ce procede, le 
milieu de culture reste en contact avec le milieu selectif et le systeme de detection, ce qui 
constitue le probleme majeur de ce type de procede. Ainsi, si I'echantillon est fortement 
contamine, les bacteries, autres que les sahnonelles presentes dans le miheu de culture, 
peuvent alors saturer le miheu selectif, qui ne joue plus alors son role de baniere selective. La 
presence de bacteries, autres que les sahnonelles, dans le systeme de detection peut alors 
constituer un faux positif : on d6tecte un systeme de detection positif alors que I'echantillon 
n'est pas contamin6 en sahnonelles. De plus, le procede tel que decrit dans cette demande ne 
peut etre mis en ceuvre que pour des bacteries motiles. 
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La pr&ente invention se propose de r6soudre I'ensemble des inconvenieats de Tetat 
de la technique en presentant notamment un precede pour la detection et/ou Tidentification de 
bactferies, necessitant peu de manipulations de la part du manipulateur, du milieu de culture 
comprenant les bacteries, tout en permettant un diagnostic rapide, diiectemeat depuis le milieu 
de culture, que Ton peut mettre ais6ment en place lors de la phase de croissance 
exponentielle bacterienne. 

Avant d'aller plus avant, les definitions suivantes permettront de mieux comprendie la 
suite de rejq)ose de I'invention. 

Par ftnhflntillon. on entend un 6chantillon alimoitaire, issu de tout type d'aliment, mais aussi un 
echantillon clinique, issu d'un prelevement de liquide biologique. echantillon peut etre ainsi 
liquide ou solide et on peut citer d'une maniea:© non limitative, un echantillon alimentaire d'eau, 
de boissons tels que le lait, un jus de fixiils; echantillon clinique de sang, de plasma, d'urines, 
de feces, un Echantillon alimentaire de yaourt, de viande, d'oeufe, 16gumes, mayonnaise, 
fiomage ; poisson. . ., un echantillon alimaitaire issue d'une alimentation destinee aux animaux, 
tel que notamment m echantillon issu de ferines animales 

Par Diemier recipient, on entend tout type de contenant susceptible de recevon un milieu de 
culture, tel que notamment un flacon, une bouteille, un sac Stomacher®... H peut etre 
avantageux que ce premier recipient tolere une variation de pression, lors notamment d'une 
variation de temperature. Ainsi, si le premier recipient est fabrique dans un materiau solide 
(telle qu*une bouteille en verre), il est avantageux que ce premier recipient soit ouvert, ou soit 
munie d'une valve permettant une variation de pressioa Lorsque le premier recipient est 
fabrique dans un materiau flexible, tel que notamment, un sac Stomacher®, il peut gtre ouvert 
ou ferme, puisque la variation de pression est pennise par la flexibihtfe du materiau. 
Par milieu de culture, on entend un milieu comprenant tons les el6ments n6cessaires a la 
viability et a la croissance des cellules. Un tel milieu de culture est bien connu de Thomme du 
metier, qui pouna aisement choisir le milieu de culture le plus adequat quant aux bact&ies 
qu'il souhaite detecter. 
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Par milieu selectif on entead un milieu permettant de selectionner les bacteries qui doivent 
r6agir avec le systeme de d6tection des bacteries. Lorsque Ton souhaite s61ectioimer par 
exemple une bacterie donnee, le milieu selectif comprend un antibiotique dirige contre les 
autres especes bacteriemies, susceptibles d'etre presentes dans rechantillon, et que Ton ne 
veut pas detecter. Un autre exanple consisterait en ce que ce milieu selectif compiend nn 
compose toxique contre certains bacteries particuliers. On peut utiliser encore un milieu 
restrictif nutritionnellement pour certaines bacteries. De tels milieux s61ectifs sont bien connus 
de rhomme du metier qui choisira un milieu selectif appioprie en fonction de rechantillon et 
des bacteries qu'il souhaite analyser. Ce milieu selectif peut etre melange au milieu de culture 
ou isole dans un deuxiane recipient comprenant le systeme de detection. 
Par deuxieme recipient on entend tout type de contenant susceptible de recevoir au moins un 
systeme de d6tection tel que deM ci-dessous. Ce deuxieme recipient est preftrentiellement 
dans un mat^au suflBsamment rigide, pour que son volume leste constant lorsqu'on ^plique 
k rint&ieur de ce deuxieme recipient, une diminution de temp6rature. Ce deuxieme rfedpient 
peut etie compris dans le premier recipient afin que Tutilisateur ne dispose que d'un seul 
dispositif comprenant I'ensemble des moyens necessaire a la detection et/ou a I'identification 
de bacteries. 

Par systeme de detectioa on entend un systeme qui permet de mettre en evidence la 
presence d'un bacterie donne. Un tel systeme est bien connu de Thomme du metier et on peut 
citer, a titce indicatif, un systeme de detection comprenant un substrat chromogenique, 
fluorogenique, base sur la detection d'une imraunoprecipitation, une immunochromatographie, 
un indicateur de pH, un proddt precipitant. . . Cette detection peut etre directe, c'est-a-dire 
par d6tection du bact6rie, ou indirecte, par detection notamment d'un metabolite libere par 
ledit bacterie. 

Par moven de transfert on entend tout moyen permettant le transfert d'un milieu liquide 
compris dans un premier recipient vers un deuxieme recipient Ce moyen de transfert et le 
deuxieme recipient peuvent etre independant, ou constituer une piece unique. 
Ainsi, rinvention presente un procede de detection et/ou d'identification de bacteries presents 
dans un echantillon, liquide ou solide, caracterise en ce que : 
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a. on place, dans un premier recipient, Techantillon susceptible de contenir lesdites 
bact6nes dans un milieu de culture liquide, 

b. on dispose d'un deuxifeme recipient comprenant au moins un ^steme de detection 
desdites bactmes, 

c. on dispose d'un moyen de transfert entre le premier recipient et le deuxieme 
recipient, 

d. on applique une temperature Tl a Tinterieur du deuxieme recipient puis, 

e. on applique une temperature T2 a rinterieur du deuxieme recipient 

f la temperature Tl est superieure a la temperature T2 de sorte que Ton transfert un 

volume defini de milieu de culture du pranier recipient vers le deuxieme recipient , 
g. on determine la presence ou I'absence de bacteries el/ou on identifie les bacteries au 
niveau du systeme de ddtection. 
Les bact6ries peuvent etre notamment d'une maniere non limitative les bacteries du genre 
Staphylococcus, Salmonella, Niesseria, Legionella, Mycobacteria, Campylobacter, 
Listeria,,. 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, le moyen de transfert comprend au moins 
une premiere ouverture au niveau du premier recipient et au moins une deuxieme ouverture au 

niveau du deuxieme recipient. 

D est bien entendu que le transfert entre le premier recipient et le (feuxieme recipient ne 
s'effectue pas spontanement II faut par exemple que la premiere ouverture au niveau du 
premier r6dpient soit situe au dessous de la deuxi&ne ouverture au niveau du deuxieme 
Incipient, afin d'6viter tout transfert spontanee par gravite. Ce transfert spontan6 pent etre 
evit6 egalranent lorsque le moyen de transfert est un conduit non capillaire, empechant tout 
transfert spontanee entre le premier recipient et le deuxieme recipient par simple capillarity. Le 
diametre interne de ce conduit pent etre compris notanmient entre 0,1 et 5 mm, 
prfeferentiellement entre 0,5 et 2 mm. 

Preferentiellement, le deuxieme recipient circonscrit un premier volume d'air entre la deuxieme 
ouverture et le systeme de detection et/ou le moyen de transfert circonscrit un deuxieme 
volume d'air entre la premiere ouverture et la deuxieme ouverture. Si le deuxieme recipient 
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comprend en outre, entre la deuxiSme ouverture du moyen de transfert et le systteie de 
detection, un milieu s61ectif, le volume d'air est prfiferentiellanent ciironscrit entre la deuxieme 
ouverture du moyen de tt^nsfat et le milieu selectif. 

Selon un mode prefere de realisation de I'invention, le deuxieme recipient et le moyen de 
transfert sont dans des mat^riaux suflBsamment rigides pour rester a un volume constant lois 
d'une variation de temperature. Ainsi, lorsqu'on passe d'une temperature Tl k T2, le premier 
volume d'air, et/ou le deuxieme volume d'air agissent comme un poumon d'aspiiation en 
subissant une diminution de pression. 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, Tl est compris entre 20 et 45°C, et plus 
pi6ferentiellement entre 30 et 42'^C ; T2 est compris entre 4 et 30 "^Q preferentiellement 
entre 13 et I8°a 

Lors de I'etape f) le volume defini que Ton transfert est notamment dependant de la dif&:ence 
de temperature que Ton applique, ainsi que du deuxieme volume d'air. Le volume d6j5m que 
Ton transfert p&A 6tre notamment compris entre 100 et 1000 p.1, et pi6ferentiellemait entre 
400 dt 600 ^il. Ainsi, a titre indicatif, lorsque la difference de temperature (T2 - Tl) est de 
22'=*C, et que Tl = 15°C et T2 = 37°Q une volume de 350 ^il est transfere du premier 
recipient vers le deuxieme recipient B est egalement possible de realiser les etapes d) a f) 
plusieurs fois, ajBn de transferer, en plusieurs fois, le volume d6fini permettant la detection des 
bacteries. 

Lois de Tetape g), la determination de la presence ou I'absence de bacteries et/ou 

I'identification des bacteries depend du systeme de detection qui est utilise. 

Selon une vaiiante de realisation de I'invention, on effectue, entre I'etape a) et I'etape b), un 

6tape de pre enrichissement qui consiste k augmenter le nombre de bacteries que Ton 

souhaite d6tecter. Une telle etape de pr6 enrichissement est bien connue de I'homme du 

metier, qui I'adaptera aisement selon les bacteries qu'il souhaite d6tecter. 

Selon un mode particulier de realisation de I'invention, le deuxieme recipient est compris dans 

le premier recipient 
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L'inventioii conceme egaiemeat un precede de detection el/ou d'identification de bacteries 
piesentes dans un echantillon, liquide ou solide, caractens6 en ce que : 

a. on place, dans un premier recipient, Techantillon susceptible de contenir lesdites 
bacteries dans un milieu de culture liquide, tel que dejQni precedemment, 

b. on dispose d'un deuxi^me recipient comprenant au moins un systeme de 
detection desdites bacteries, tel que defini precedemment, 

c. on dispose d*un moyen de transfert entte le premier recipient et le deuxieme 
recipient, tel que defini precedemment, 

d. on applique une temperature Tl a Tinterieur du premier recipient puis, 

e. on applique une temperature T2 a Tinterieur du premier recipient 

f. la temperature Tl est inferieure a la temperature T2 de sorte que Ton transfert un 
volume d6fini de miliai de culture du premier recipient vers le deuxieme recipient , 

g. on d6temiine la presence ou Tabsence de bact&ies el/ou on identifie les bact6ries 
au niveau du systeme de detection. 

Selon un mode pr6f6r6 de realisation de Tinvention, le deuxieme recipient et le moyen cfe 
transfert sont dans des materiaux sufBsamment rigides pour rester a un volume constant lors 
d'une variation de temperature. 

L'invention conceme egalement un dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries 
dans un echantillon comprenant 

• un deuxieme recipient comprenant au moins un systeme de detection, et 

• au moins un moyen de transfert entre un premier recipient et le deuxieme recipient, 
ledit moyen de transfert comprenant au moins une prmiiere ouverture au niveau du 
premier recipient et au moins une deuxi^e ouv^ture au niveau du deuxieme 
recipient 

Selon un mode pr6fere de realisation de Tinvention, le deuxieme recipient circonscrit un 
premier volume d'air entre la deuxieme ouverture et le systeme de detection et/^ou le moyen 
de transfert circonscrit un deuxieme volume d'air entre la premiere ouverture et la deuxieme 
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ouvertuie, lesdits premier et deuxieme volumes d'air agissant comme im poumon d'aspiiation 
lorsqu'on applique une diminution de temp&ature au sein notamment du deuxieme lecpent. 
Selon un mode piefee de realisation de I'invention, le premier recipient et le moyen de 
transfert sont dans des materiaux suflBsamment rigides pour rester a un volume constant lors 
d'une variation de temperature. 

Selon un mode paiticulier de realisation de I'lnvention, la premiere ouverture au niveau du 
premier recipient est en position inferieure par rapport a la deuxieme ouverture au niveau du 
deuxieme recipient, afin d'eviter notamment tout transfert par pesanteur entre le premier 
recipient et le deuxieme recipient. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, la premise ouverture au niveau du premier 
recipient et la dameme ouverture au niveau du deuxieme recipient constitue la meme 
ouverture. Dans ce mode de realisation, le moyen de transfert se limite alors a cette ih&ne 
ouverture. 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, le moyen de transfert est un conduit 
non capillaire, afin d'eviter notamment tout transfert par simple capillarit6 entre le premio: 
recipient et le deuxieme recipient 

Selon un mode particulier de realisation de I'invention, le dispositif tel que defini d dessus 
compiend, en outre, un premier recipient comprenant un milieu de culture. Selon un mode 
particulier, le deuxieme recipient est compris dans le premier recipient Preferentiellement, le 
premier recipient est un sac stomacher®. Le sac stomacher® peut alors comprendre un filtre, 
aitce le milieu de culture ou est place I'echantillon alimentaire, et le moyen de transfert, afin 
d'eviter que des fragments de Techantillon alimentaire ne bouche la premiere ouverture et 
empedie le transfert du milieu de culture du premier recipient vers le deuxieme recipient . 

L'invention conceme aifin un kit de detection et/ou d'identification de bacteries pour la mise 
en ceuvre du precede tel que d6fini precedemment. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif EUes permettront de mieux comprendre Tinvention. 
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Ainsi, la figure 1 piesente un premier mode de realisation de rinvention, tel que 
presents dans Fexemple 1. Le premier recipient (1) est un sac stomacher® compienant un 
milieu de culture (2) dans lequel est place Techantillon, susceptible de contenir les bacteries 
que Ton souhaite d6tecto: et/ou identifier. Le deuxieme recipient (4) conq)iend un syst^e de 
detection (6) qui est un milieu liquide selectif comprenant un indicateur formant un pr6cipite 
lorsqu'il est en presence de la bacterie que I'on souhaite detecter et^ou identifier. Ce 
deuxieme recipient est reUe a un moyen de transfeit (3), qui plonge dans le miUeu de culture 
(2) comprenant I'echantillon. Ce moyen de transfeit comprend une premiere ouverture (7) au 
niveau du premier recipient (1) et une d^eme ouverture (8) au niveau du deuxieme recipient 
(4). Un premier volume d'air (9) est circonscrit entre la deuxieme ouverture (8) et le systeme 
de d6tection (6). Un deuxieme volume d'air (16) est egalement circonscrit au sein du moyen 
de tcansfert (3) entre la deuxieme ouverture (8) et la premiere ouverture (7). 

. La figure 2 presente un autre mode de realisation de Tinvention, tel que presente dans 
I'exemple 2. Le premier recipient (1) est un contenant ouvert comprenant un miheu de culture 
(2) dans lequel est place I'dchantillon que Ton souhaite analyser. Le moyen de transfert (3) est 
comparable a celui de la figure 1. Le deuxieme recipient (4) comprend un premier volume 
d'air (9), tel que defini dans la figure 1, et une colonne de cellulose (10) dans laquelle est 
imbibe un milieu selectif (5). Au somment de la colonne de cellulose (10) est place le systeme 
de detection (6) qui est un substiBt chromogenique immobilise passivement sur un disque de 
papier sterile. 

La figure 3 pr&ente un autre mode de reaUsation de I'invention, tel que presente dans 
I'exemple 3, qui trouve une application pref&'entielle lors de la detection de bacteries motiles. 
Le premier recipient (1) est un contenant ouvert comprenant un miheu de culture (2) dans 
lequel est place P^chantillon que Ton souhaite analyser. Le moyen de transfert (3) est 
comparable a celui de la figure 1. Le deuxieme recipient (4) comprend un premier volume 
d'air (9) tel que defini dans la figure 1, un miheu selectif (5) semi sohde, et un systeme de 
detection (6) qui est un substrat chromogenique immobihse passivement sur un disque de 
papier sterile. Un cyhndre (11) contraint, apres I'etape de transfert, les bacteries motiles a 
migrer k travers le miheu selectif avant d'atteindre le systeme de detection. 
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La figure 4 pii^ente un airtre mode de realisation de rinvention, tel que presente dans 
Vex&aph 4. Le premier recipient (1) est m contenant ouvert compienant un milieu de culture 
(2) dans lequel est plac6 1'^chantillon que Ton souhaite analyser. Le moyen de transfert (3) est 
comparable k celui de la figure L Le deuxifeme recipient (4) comprend im preaoiier volume 
d'air (9) tel que d6fini dans la figure 1, et un systeme de detection (6) qui est une bandelette 
d'immunochromatographie, bien connue de Thomme du metier, comprenant nne premiere 
partie (12) contenant un conjugue anticorps anti bacteries marque, une deuxieme partie (13) 
qui est une membrane de chromatographie, sur laquelle on pent d6tecter un premier signal 
(14) caracteristique de la presence des anticorps anti bacteries que Ton souhaite detecter, et 
un deuxieme signal (15), caracteristique de la presence d'un temoin positif. Le papier 
absorbant (17) pemiet la migration des bact6ries, mfime si elles ne sont pas motiles. 

La figure 5 presente un autre mode de rSalisalion de Tinventioa Le premier rfcipient 
(1) est nn tube d'analyse biologique comprenant un milieu de culture (2) dans lequel est place 
rfichantillon que Ton souhaite analyse:. Le deuxieme r6cipient (4) comprend un premier 
volume d'air (9) tel que defmi dans la figure 1, et un systeme de detection (6) et un milieu 
selectif (5). Dans ce mode de realisation, la premiere ouverture au niveau du premier rteipient 
(1) et la deuxieme ouverture au niveau du deuxi&ne recipient (4) constitue la m&ne 
ouverture : le moyen de transfert (3) se limite alors a cette meme ouverture. Cette ouverture 
ne doit pas permettre le transfert spontane de milieu de culture entre le premier et le deuxieme 
recipient 

Les exemples suivants sont donnfe a titre illustratif et n'ont aucun caractere limitatif 
lis permettront de mieux comprendre Tinvention. 

Example 1- Detection de Staphylococcus aureus sur un milieu selectif liquide 
comprenant un indicateur 

Un dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries prfeent dans un echantillon tel 
que presente dans la figure 1 est utilise dans cet exemple pour la detection de bacteries 
Staphylococcus aureus. 
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Pour cela, 225 ml de milieu de culture (2) (eau peptonte, bioMerieux, ref 42043) est introduit 
dans premier r6cipieiit (1) qui est un sac stomacher®, et 25 ml de lait, et le melange est 
inocule avec SxlO'^ cellules Staphylococcus aureus, selon un protocole classique tel que 
connu de Thomme du metien Un test contrSle est obtenu par Tutilisation de milieu de culture 
et de lait, tel que pr6sente ci dessus, mais non inocule par Staplrylococcus aureus. La partie 
superieure d'une seringue de 25 ml est utilise comme deuxieme recipient (4) comprenant un 
premier volume d'air (9) de 13 ml. Un milieu selectif (5) (Qi-Staph®, bioMerieux) est utilis6, 
et 3 ml de ce milieu selectif sont introduit a Tinterieur du deuxieme recipient (4). Dans cet 
exemple, le systeme de detection (6) est un compose-indicateur (tellurite de potassium) qui 
permet Tapparition d'un precipit6 noir en presence de bacteries Staphylococcus aureus. Le 
moym de tcansfert (3) utilise dans cet exemple est un conduit, d'un diametre inteme de 1 mm 
et une longueur de 12 cm, dont 4 cm p6netrent a Tintraeur du deuxieme recipient (4), tel que 
prfeent6 dans la figure 1. Ce moyen de transfert (3) comprend une premiere ouverture (7) qui 
est immerg6 dans le milieu de culture (2), et une deuxieme ouverture (8) qui rentre k Tinterieur 
du deuxieme recipient (4). Dans cet exemple, le deuxieme recipient ne comprend qu'une 
seule ouverture, qui correspond k ladite deuxieme ouverture (8) du moym de transfert (3), et 
constitue de ce fait une enceinte fermte k I'exception de Touvatoe (8). Comme presente 
dans la figure 1, le deuxieme recipient (4) et le moyen de transfert (3) sont places dans le sac 
stomacher®. Ceci permet d'isoler le milieu de culture contamine. 

Le transfert du milieu de culture (2) comprenant les bacteries entre le premier recipient (1) et 
le deuxieme recipient (4) est obtenu en plagant Tensemble du dispositif dans un incubateur a 
37°C pendant une heure. Cette incubation pemaet le pre enrichissement du miheu de culture. 
Une incubation plus ou moins longue part ette realisee selon la contamination de recfaantillon. 
L*int6rieur du deuxieme recipient (4) est alors a une temperature Tl = 37°C. Puis, Tensemble 
du dispositif est place a une temp&ature de 15^C pendant une heure, afin que Tintferieur du 
deuxieme r6cipient (4) soit a une temperature T2 = 15°C. Cette diminution de temperature 
induit alors une diminution de predion au sein du deuxieme recpent (4), qui permet le 
tiHDsfert d'un volume defini du milieu de culture (600 du premier recipient (1) vers le 
deuxieme recipient (4). L'ensemble du dispositif est ensuite maintenu durant 18h a 37''C, afin 
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de pemettre aux bactdries de metaboliser le substrat, induisant rapparition d'lm piecipite au 
niveau du systdme de detection (6). A noter que dans le deuxieane recipient (4), le niveau de 
milieu s61ectif (5) n'atteint pas la doixieme ouverture (8), ente le moyai de transfert (3) et le 
deuxieme ntepient (5) : lors de raspiration, le milieu de culture (2) camprenant les bactferies 
Staphylococcus aureus aspir6 est pi6ge a Tintfirieur du deuxieme lecipient (4), et ne pent 
refouler dans le premier recipient (1), loisque qu'on augmente de nouveau la temperature a 
I'interieur du deuxieme recipient (4). A la fin de cette incubation, un precipit6 apparait au 
niveau du systeme de detection, confimiant la presence de Staphylococcus aureus lorsque le 
milieu de culture et le lait etait inocule par ces bacteries. Aucun precipite n'etait observe dans 
le test contrdle. 

Exemple 2 - Detection de bacteries Salmonella thyphimurium sur une colonne de 
cellulose 

Le premier recipient (1) est idendque a celui d6crit dans I'exemple 1, mais pourrait 6tie tout 
type de premier iteipient. Dans cet exemple, 225 ml de milieu de culture (2) BPW (eau 
peptonee) dans lequel sont dissous 25g de poudre de lait (issue du commerce) sont iaocules 
avec 3x10^ cellules Salmonella t}>phimuriwn. Le deuxieme recipient (4) et le moyen de 
transfert (3) utilise dans cet exemple est presente dans la figure 2 . Un test conttole est iealis6 
tel que decrit dans I'exemple 1 . 

Pour le milieu selectif (5), 0,5 millilitre de milieu de culture BPW contenant 20 |ig de 
novobiocine sont imbibes sur une colonne de cellulose (10) de 2 cm de long et 0,7 cm de 
diamfetre. Cette colonne de cellulose (10) est plac6 a rinterieur du deuxieme recipient (4), 
sans toutefois etre en contact avec la deuxieme ouvoture (8) du moyen de transfert (3). Dans 
cet exemple, le deuxieme recipient (4) ne comprend qu'une seule ouverture, qui correspond a 
ladite deuxieme ouverture (8) du moyen de transfert (3), et constitue de ce fait une enceinte 
fermee k Texception de I'ouverture (8). En haut de cette colonne de cellulose (10) est d6pos6 
le systeme de detection (6) qui est un substrat cliromogenique, le Sbromo-6-chloro-3- 
indoxyl octanoate (magenta C8) combine a du nitro bleu tetrazolium (Sigma, N6639), 
immobilise passivement sur un disque de papier sterile d'un diametre de 5 mm (Wathman 3 
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Cair, ref 3030917). Le transfert du milieu de culture (2) comprenant les bacteries aitre le 
premier rfcipient (1) et le deuxieme r6cipieat (4) est realise tel que decrit dans rexemple 1, en 
phqmt Tensemble du dispositif a 37°C pendant 1 heure, puis a 15°C pendant une heuie. A la 
fin du transfert, les bacteries, ca contact avec la colonne de cellulose diffiasent jusqu'en haut 
de la colonne, vers le systeme de detection ou elles m6tabolisent le substrat, pour former un 
precipite uoir. Les resultats positifs sont observe apr&s 15h. Les lesultats 6taient negatifs lors 
du test controles. 

Example 3 - Detection de bacteries motiles Salmonella thyphimuriiim sur un milieu 
selectif semi solide 

Le premier recipient (1) est a celui decrit dans I'exemple 1, mais peut etre tout type de 
premier recipient Dans cet exemple, 225 ml de milieu de culture (2) BPW (eau peptbnte), 
dans lequel sont dissous 25g de poudre de lait (issue du commerce) sont inocules avec 3x10"* 
cellules Salmonella tJryphimuriwn, Le deuxieme recipient (4) et le moyen de transfert (3) 
utilise dans cet exemple est pr6sent6 dans la figure 3. Un test controle est realis6 tel que decrit 
dans Texemple 1. 

A I'interieur du deuxieme recipient (4) sont deposes 3 ml de milieu semi solide (API M- 
medium®, bioMerieux, ref 50120) et utilises comma milieu selectif (5) comprenant 40 [ig/ml 
de novobiocine, sans que le niveau de milieu selectif (5) n'atteigne la deuxieme ouverture (8), 
entre le moyen de transfert (3) et le deuxieme recipient (5). La deuxieme ouverture (8) et le 
systeme de detection (6) sont separes par un cylindre (1 1) tel que presente dans la figure 3 
obligeant les bacteries a migrer k travels le milieu s61ectif (5), ce qui fait que seules les 
bacteries r6sistantes et motiles parviennent au systeme de detection (6). Le syst^e de 
d6tection (6) est un substrat chromog6nique tel que d6crit dans I'exemple 2, 
Le transfert de salmonelles. du premier r6cipient vers le deuxieme recipient est realisee, d'une 
fiifon comparable k Texemple 1, en plafant I'ensemble du dispositif k 3TC pendant 1 heure, 
puis a 15°C pendant xme heure. 

A la fin de I'etape de transfert, en maintenant I'ensemble du dispositif durant 16h a 37°C, un 
volume defini de miUeu de culture (150 |il) comprenant les bacteries motiles est en contact 
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avec le milieu selectif (5), et les bacteries migrent a travers lui, jusqu'au systeme de detection 
(6). A la fin de cette incubatioD, la coloration du disque &Q. noir confimie la presence de 
salmonelles, initialement presente dans le milieu de culture. Aucun coloration n'etait observee 
lois du test controle. 

Exemple 4 - Detection de bacteries Listeria monocytogenes pai* 
immunochroinatographie 

Le premier recipient (1) est k celui decrit dans Texemple 1, mais peut etie tout type de 
premier recipient Dans cet exemple, 250 ni de milieu de culture (2) (trypcase soya broth, 
bioMerieux, ref 44011 ; 6% de levure), sent inocule avec 3x10^ cfii/ml de Listeria 
monocytogenes 4b. Le deuxieme recipient (4) et le moyen de transfert (3) utilise dans cet 
exemple est presente dans la figure 4. Un test controle est realise d'une fafon comparable 
mais sans inoculation par des bacteries. 

A rint6rieur du deuxieme recipient (4) est place le syst&ne de detection (6) qui est une 
biandelette d*immunochromatographie bien connu de Thomme du metier, Lh test contrdle est 
realise tel que decrit dans Texemple 1 . 

Le transfert de Listeria monocytogenes du premier recipient (1) vers le deuxieme recipient 
(4) est realisee par I'incubation de Tensemble du dispostif k une temperature Tl = 30 °C 
pendant une heme, puis une temperature T2 = 15°C pendant 45 min. A la fin du transfert, on 
peut detecter un premier signal (14) caracteristique de la preseuce d'une proteine pr6sent 
dans le flagelle de L monocytogenes par r6action avec des anticoips specifiques et un 
deuxieme signal (15), caracteristique de la presence d'un tfemoin positif et obtenu par 
Tutilisation d'anticorps and IgG de souris. Lors du test controle, seul le deuxieme signal 
pouvait etre observe. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection el/ou d'idratification de bacteries presentes dans un tehantillon, 
liquide ou solide, caiHcterise en ce que : 

a. on place, dans im premier recipient (1), r6chantillon susceptible de conteoir 
lesdites bacteries dans un milieu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme de 
detection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
deuxieme recipient (4), 

d. on applique une temperature Tl a Tinterieur du deuxieme recipient (4) puis, 

e. on applique une temperature T2 k Tintfirieur du deuxieme recipient (4) 
f la temp6rature Tl est sup&ieure k la temperature T2 de sorte que Ton 

transfert un volume delBni de milieu de culture (2) du premier recipient (1) vers 
le deuxieme recipient (4), 
g. on determine la presence ou I'absence de bacteries tt/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

2. Proced6 selon la revendication 1 caracterise en ce que le moyen de transfert (3) 
20 comprend au moins une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient (1) et 

au moins une deuxieme ouvrature (8) au niveau du deuxieme r6cipient (4). 

3. Precede selon la revendication 2 caracterise en ce que le deuxieme recipient (4) 
drconscrit un premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouverture (8) et le systeme 

25 de detection (6) et^ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme volume d'air 

(16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 

4. Procede selon Tune quelconques des revendications 1 a 3 caracterise en ce que Tl 
est compris entre 25 et 45°C, preferentiellement entre 30 et 42^C 
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5. Proced6 selon Tune quelconques des revendications 144 caracterise en ce que T2 
est compris entre, preferentiellement entre 4 et 24 °Q prefeientiellement entre 13 et 
18*^0. 

6. Precede de detection et/ou d'identification de bacteries presentes dans un echantillon, 
liquide ou solide, caract6iise en ce que : 

a. on place, dans un premier recipient (1), Techantillon susceptible de contenir 
lesdites bacteries dans un miUeu de culture (2) liquide, 

b. on dispose d'un deuxieme recipient (4) comprenant au moins un systeme de 
detection (6) desdites bacteries, 

c. on dispose d'un moyen de transfert (3) entre le premier recipient (1) et le 
deuxieme recipient (4), 

d. on applique une temp6rature Tl k I'int&ieur du premier recipient (1) puis, 

e. on applique une traiperature T2 4 rint6rieur du premier recipient (1) 

f la temp6rature Tl est inferieure a la temperature T2 de sort que Ton transfert 
un volume defbi de milieu de culture (2) du premier recipient (1) vers le 
deuxieme recipient (4), 

g. on determine la presence ou T absence de bacteries ei/ou on identifie les 
bacteries au niveau du systeme de detection (6). 

7. Dispositif de detection et/ou d'identification de bacteries dans un echantillon 
comprenant 

• un deuxieme recipient (4), comprenant au moins un sysfeme de 
detection (6), et 

• au moins un moyen de transfert (3) entre un premier recipient (1) 
et le deuxieme recipient (4), ledit moyen de transfert comprenant au moins 
une premiere ouverture (7) au niveau du premier recipient (1) et au moins 
une deuxieme ouverture (8) au niveau du deuxieme recipient (4). 
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8. Dispositif selon la revendication 7 caracterise en ce que le deuxifeme recipient (4) 
circonscrit m premier volume d'air (9) entre la deuxieme ouvearture (8) et le systeme 
de detection (6) et/ou le moyen de transfert (3) circonscrit un deuxieme volume d'air 

5 (16) entre la premiere ouverture (7) et la deuxieme ouverture (8). 

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le moyen de transfert 
(3) est un conduit non capillaire. 

10 10. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 7 a 9 caracterise en ce que le 

deuxieme recipient (4) est compris dans le premier recipient (1). 

1 1. Kit de detection et/ou d'identification de bact6ries pour la mise en ceuvre du procede 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 6. 
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Figm*e 2 
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Figure 5 
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